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Zytotoxische T-Zellepitope des Papillomavirus Ll-Proteins und ihre Verwendung in 

Diagnostik und Therapie 

Die vorliegende Erfmdung betrifft ein Papillomavims T-Zell-Epitop mit einer 
Aminosauresequenz AQIFNKPYW, AGVDNRECI, und/oder eine ftinktionell aktive Variante 
davon, sowie ihre Verwendung in Diagnostik und Therapie. 

Die Papillomviren, auch Warzenviren genannt, sind doppelstrangige DNA-Viren mit einer 
GenomgroBe von etwa 8000 Basenpaaren und einem Ikosaeder-formigen Kapsid mit einem 
Durchmesser von ca. 55 nm. Bis heute sind mehr als 100 verschiedene humanpathogene 
Papillomavirustypen (HPV) bekannt, von denen einige, z.B. HPV-16, HPV-18, HPV-31, 
HPV-33, HPV-39, HPV-45, HPV-52 oder HPV-58, bosartige Tumore und andere, z.B. HPV- 
6, HPV-1 1 Oder HPV-42 gutartige Tumore verursachen konnen. 

Das Genom der Papillomaviren laBt sich in drei Bereiche unterteilen: Der erste Bereich 
betrifft eine nicht-kodierende Region, die Regulationselemente fur die Transkription und 
Replikation des Virus enthalt. Die zweite Region, sogenannte E-(Early)Region enthalt 
verschiedene Protein-kodierende Abschnitte E1-E7, von denen z.B. das E6- und das E7- 
Protein fur die Transformation von Epithelzellen verantwortHch sind und das El -Protein die 
DNA-Kopienzahl kontroUiert. Bei der E6- und E7-Region handelt es sich urn sogenannte 
Onkogene, die auch in bosartig entarteten Zellen exprimiert werden. Die dritte Region, auch 
L-(Late)Region genannt, enthalt zwei Protein-kodierende Abschnitte LI und L2, die fiir 
Strukturkomponenten des Viruskapsids kodieren. Das LI -Protein ist zu uber 90% im viralen 
Kapsid vorhanden, wobei das Verhaltnis von L1:L2 im allgemeinen 30:1 ist. Unter dem 
BegrifF LI -Protein versteht man im Sinne der vorliegenden Erfmdung das Hauptkapsid 
Protein der Papillomaviren (Baker T. et al. (1991) Biophys. J. 60, 1445). 

In uber 50% der Falle wird HPV-16 mit Gebarmutterhalskrebs (Cervixcarcinom) in 
Verbindung gebracht. HPV-16 ist der Hauptrisikofaktor fur die Ausbildung von cervicalen 
Neoplasien. Das Immunsystem spielt eine wichtige Rolle beim Fortschreiten der Krankheit. 
So sind vermutlich zellulare Immunantworten und insbesondere Antigen-spezifische T- 




Lymphozyten wichtig fiir den Abwehrmechanismus* Es*wur(fe vveiterhiff geHindenfdaJJ'in 
hochgradig malignen cervicalen intraepithelialen Neoplasien (CIN II/III) und cervicalen 
Tumoren das E7-Gen konstitutiv in alien Schichten des infizierten Epithels exprimiert wird. 
Daher wird vor allem das E7-Protein als potentielles Tumorantigen und als Zielmolekul fur 
aktivierte T-Zellen betrachtet (siehe z.B. WO 93/20844). Die E7-induzierte zellulare 
Immunantwort im Patienten ist aber anscheinend nicht stark genug, um den Krankheitsverlauf 
zu beeinflussen. Die Immunantwort kann eventuell durch geeignete Impfstoffe verstarkt 
werden. 

Es konnte gezeigt werden, daB die Expression des LI -Gens bzw. die Coexpression des Ll- 
und L2-Gens zur Bildung von Capsomeren, stabilen Capsomeren, Capsiden oder Virus- 
ahnliche Partikel (VLPs fur virus-like particle) fuhren kann (siehe z.B. WO 93/02184, WO 
94/20137 Oder WO 94/05792). Unter Capsomeren versteht man eine oligomere 
Konfiguration, die aus ftinf Ll-Proteinen aufgebaut ist. Das Capsomer ist der Grundbaustein, 
aus denen virale Capside aufgebaut sind. Unter stabilen Capsomeren versteht man 
Capsomere, die nicht dazu in der Lage sind sich zu Capsiden zusammenzusetzen. Unter 
Capsiden versteht man die Hulle des Papillomavirus, die beispielsweise aus 72 Capsomeren 
zusammengesetzt ist (Baker T. et al. (1991) Biophys. J. 60, 1445). Unter VLP versteht man 
ein Capsid, das morphologisch und in seiner Antigenitat einem intakten Virus gleicht. Die 
VLPs konnten zur Auslosung einer humoralen Immunantwort, die durch Bildung von 
neutral isierenden Antikorpern charakterisiert ist, in verschiedenen tierischen Systemen 
verwendet werden. Die Bildung von virus-neutralisierenden Antikorpern gegen LI - und/oder 
L2-Protein ist jedoch von geringerer klinischer Bedeutung, wenn die Virusinfektion bereits 
stattgefunden hat, da fur die Eliminiemng virus-infizierter Zellen keine Antikorper, sondem 
eine virus-spezifische zytotoxische T-Zell-(CTL)-Antwort notwendig zu sein scheint. Und 
obwohl VLPs in der Lage sind eine zytotoxische T-Zell-Antwort auszulosen, scheint eine 
ausschlieBlich gegen die Kapsidproteine LI und/oder L2 gerichtete Immunantwort nicht zur 
Bekampfung eines durch Papillomaviren bedingten Tumors geeignet. 

Es wurden daher sogenannte chimare Papillomavirus-ahnliche Partikel (CVLPs fiir chimeric 
virus-like particle) entwickelt, die aus einem Fusionsprotein des Kapsidproteins LI und des 
potentiellen Tumorantigen E7 bestehen (WO 96/1 1272 und MuUer, M. et al. (1997) Virology, 
234, 93). Die CVLPs losten nur im geringen MaBe eine gegen das E7-Protein gerichtete 
humorale Immunantwort aus (Miiller, M. et al. (1997), supra). Einige der getesteten CVLPs 




induzieren jedoch tatsachlich die erwunschte E7-spezifische*zytbVoxische*Tiellanfwo^ 
Mausen (siehe auch Peng S. et al. (1998) Virology 240,147-57). CVLPs sind dadurch sowohl 
fur die Entwicklung eines Impfstoffes als auch fiir die Behandlung bereits bestehender 
Infektionen und daraus resultierender Tumore interessant, da die uber MHC-Molekule der 
Klasse I-prasentierten E7-Peptide von Tumorzeilen Zielmolekule von zytotoxischen T-Zellen 
darstellen wiirden. 



Einem Impfstoff bestehend aus CVLPs iiegt das Prinzip der Pseudoinfektion der Zellen durch 
die CVLPs zugrunde. Dies bedeutet, daB die CVLPs wie Viren in die Zelle gelangen, dort zu 
Peptiden prozessiert werden, die Peptide auf MHC-Klasse I und II-Molekule geladen werden 
und letztendlich CDS- bzw, CD4-positiven T-Zellen prasentiert werden. CD8-Zeilen konnen 
als Folge dieser Stimulation zu zytotoxischen T-Zellen differenzieren und dann eine zellulare 
Immunantwort bewirken, CD4-ZeIIen hingegen entwickeln sich zu T-Helferzellen und 
stimulieren B-Zellen zu einer humoralen oder CD8-positive T-Zellen zu einer zytotoxischen 
Immunantwort und konnen selbst die Lyse von infizierten Zellen induzieren. 

Kleine Peptide konnen bereits auf der Zelloberflache an MHC-Klasse I-Molekiile binden und 
dann ohne weitere Prozessierung CDS- oder CD4-positive Zellen zu einer zellularen 
Immunantwort stimulieren. Ein bestimmtes Peptid kann jedoch nur durch bestimmte MHC- 
Molekule gebunden werden. Durch den groBen Polymorphismus der MHC-Molekule in 
naturlichen Populationen kann deshalb ein bestimmtes Peptid lediglich durch einen kleinen 
Teil einer Population gebunden und prasentiert werden. Unter Prasentation im Sinne der 
vorliegenden Erfmdung wird verstanden, wenn ein Peptid oder Proteinfragment an ein MHC- 
Molekul bindet, wobei diese Bindung beispielsweise im endoplasmatischen Retikulum, im 
extrazellularen Raum, den Endosomen, Proendosomen, Lysosomen oder Protysosomen, 
stattfmden kann, und wenn dann dieser MHC-Molekul-Peptid-Komplex auf der 
extrazellularen Seite der Zellmembran gebunden ist, so daB er durch Immunzellen spezifisch 
erkannt werden kann. 



Da CVLPs sowohl eine zellulare als auch humorale Immunantwort auslosen und nicht MHC- 
restringiert sind, eignet sich diese Technologie generell zur Entwicklung von Impfstoffen, 
indem die Fahigkeit zur Partikelbildung durch einen Ll-Anteil zur Verfugung gestellt wird 
und ein zusatzlicher Antigenanteil an diesen Ll-Anteil fusioniert wird. 




Bei der Entwicklung derartiger CVLPs ist es untedmgt *notwendig**ein* flinktlftnen&s 
Testsystem zur Verfugung zu haben, mit dem man direkt die Immunogenitat von CVLPs 
untersuchen kann. Ein derartiges Testsystem soUte die Eigenschaft besitzen, dall CVLPs mit 
unterschiedlichen Antigenanteilen mit demselben Testsystem untersucht warden konnen. Da 
fiir immunologische Therapieverfahren von Tumoren oder Viruserkrankungen die zellulare 
Immunantwort von entscheidender Bedeutung ist, stellte sich die Aufgabe, die durch CVLPs 
hervorgerufene zellulare Immunantwort mefibar zu machen. 

Die Losung dieser Aufgabe gelang durch die Identifikation von T-Zell-Epitopen, die in 
Verbindung mit MHC-Molekiilen, in einer besonderen Ausfuhrungsform mit (H2-D^>) MHC- 
Molekulen in vivo und in vitro beispielsweise eine zytotoxische T-Zellantwort auslosen. 
Diese Peptide haben vorzugsweise die Sequenz AQIFNKPYW oder AGVDNRECL Diese 
Sequenzen sind Bestandteil des Ll-Peptid des HPV16. Sie umfassen die Aminosaurebereiche 
330 bis 338 (Ll33o_33g) bzw. 165 bis 173 (Ll^^^_^^^y 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein T-Zell-Epitop mit einer Aminosauresequenz 
AQIFNKPYW, AGVDNRECI, und/oder eine funktionell aktive Variante davon. 

Unter einer funktionell aktiven Variante von AQIFNKPYW oder AGVDNRECI versteht man 
ein T-Zell-Epitop, das in einem T-Zell-Zytotoxizitats-Testsystem (siehe beispielsweise 
Beispiele 2-5 der vorliegenden Erfindung) eine, an der Zytotoxizitat von AQIFNKPYW oder 
AGVDNRECI gemessene Zytotoxizitat besitzt, die mindestens der Summe aus dem 
Mittelwert der Negativkontrollen und der dreifachen Standardabweichung entspricht, 
vorzugsweise von mindestens ca. 30%, insbesondere mindestens ca. 50% und in besonders 
bevorzugter Weise von mindestens ca. 80%. 

Eine bevorzugte Variante ist beispielsweise ein T-Zell-Epitop mit einer Sequenzhomologie zu 
AQIFNKPYW oder AGVDNRECI von mindestens ca. 65%, vorzugsweise mindestens ca. 
75% und insbesondere mindestens ca. 85% auf Aminosaureebene. Andere bevorzugte 
Varianten sind auch T-Zeli-Epitope, die eine strukturelle Homologie zu AQIFNKPYW oder 
AGVDNRECI haben. Solche Epitope konnen aufgefunden werden, indem man gegen die T- 
Zell-Epitope AQIFNKPYW, AGVDNRECI spezifische T-Zelien generiert (DeBruijn M.L. et 
al. (1991) Eur. J. Immunol. 21, 2963-70; und DeBruijn M.L. (1992) Eur. J. Immunol. 22, 
3013-20) und beispielsweise synthetisch hergestellte Peptide nach Wahl auf Erkennung durch 
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die peptidspezifischen T-Zellen getestet werden (siehe^eispiefe). Insbesonaere werden unf Ir 
T-Zellepitopen zytotoxische T-Zellepitope verstanden. Es sind jedoch auch nicht zytotoxische 
T-Zellen bekannt, die ebenfalls MHC I-Molekule erkennen konnen, so daB auch nicht- 
zytotoxische T-Zellepitope als Variante von der vorliegenden Erfindung umfafit sind. 

Eine andere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein T-Zell-Epitop, das Teil 
einer Verbindung ist, wobei die Verbindung kein natiirlich vorkommendes LI Protein eines 
Papillomavirus und keine ausschlieBIich N-terminale oder ausschlieBlich C-terminale 
Deletionsmutante eines natiirlich vorkommenden LI Proteins eines Papillomavirus ist. In 
einer besonderen Ausfiihrungsform kann ein T-Zell-Epitop mit einer Aminosauresequenz 
AQIFNKPYW, AGVDNRECI, und/oder eine ftinktionell aktive Variante in einem LI -Protein 
eines anderen Papillomavirus oder in einem chimaren LI -Protein, beispielsweise einem 
HPV18LlE7-Fusionsprotein, enthalten sein. Eine solche erfindungsgemaBe Verbindung kann 
die Fahigkeit zur Bildung von CVLPs besitzen. 

Vorzugsweise kann das genannte T-Zell-Epitop als Teil einer Verbindung ein Polypeptid, das 
in bevorzugter Weise weitere Aminosauresequenzen enthalt, insbesondere ein Fusionsprotein 
sein. Insbesondere kann die Verbindung ein Polypeptid von mindestens ca. 50 Aminosauren, 
vorzugsweise*.v.on mindestens ca. 35 Aminosauren, insbesondere von mindestens ca. 20 
Aminosauren und in besonders bevorzugter Weise von mindestens ca. 9 Aminosauren Lange 
sein. 

Um die Verbindung zu detektieren oder in ihrer Aktivitat der Bindung an T-Zellen zu 
modifizieren, kann sie eine chemische, radioaktive Isotopen-, nicht radioaktive Isotopen-, 
und/oder Fluoreszensmarkierung des T-Zell-Epitops und/oder des genannten Fusionsproteins 
enthalten. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten chemischen Substanzen, die sich fur eine 
erfindungsgemaBe chemische Markierung eignen, sind: Biotin, FITC (Fluorescein- 
isothiocyanat) oder Streptavidin. 

Eine mogliche Ausfiihrungsform ist, daB ein Peptid derart modifiziert wird, daB es mindestens 
ein Lysin enthalt. An dieses Lysin wird in der dem Fachmann bekannter Weise Biotin oder 
FITC (fluorescin isothiocyanat) gekoppelt. Ein derartig modifiziertes Peptid wird an ein 



entsprechendes MHC-Molekul oder an eine Zelle mit *entsprecfienden*'MHC-MoMkulth 
gebunden. Daraufhin kann das Peptid uber markiertes Avidiri oder Streptavidin bzw. direkt 
iiber die Fluoreszenz des FITC nachgewiesen werden. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten Isotopen, die sich fiir eine erfindungsgemaBe 
radioaktive Isotopenmarkierung eignen, sind: ^H, ^^H, ^^F, 33p oder ^^c. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten Isotopen, die sich fur eine erfindungsgemaBe nicht 
radioaktive Isotopenmarkierung eignen, sind: oder ^^c. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten fluoreszierenden Substanzen, die sich fiir eine 
erfindungsgemaBe Fluoreszensmarkierung eignen, sind: ^^^Eu, Fluoresceinisothiocyanat, 
Rhodamin, Phycoerythrin, Phycocyanin, Allophycocyanin, o-Phtaldehyd oder Fluorescamin. 

Dem Fachmann sind weitere hier nicht aufgefuhrte Markierung bekannt, die auch im Sinne 
dieser Erfindung zur Markierung eingesetzt werden konnen. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten erfindungsgemaBen chemischen Modifikationen sind 
die Ubertragung von Acetyl-, Phosphat-, und/oder Monosacharidgruppen 

ErfindungsgemaBe Polypeptide mit einer Aminosaurelange von ca. 50 konnen beispielsweise 
durch eine chemische Peptidsynthese hergestellt werden. Langere Polypetide werden 
vorzugsweise gentechnisch erzeugt. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
daher ein Nukleinsaurekonstrukt zur Expression des genannten T-Zell-Epitops oder der 
Verbindungen, das folgende Komponenten enthalt: (a) mindestens ein regulatorisches 
Element und (b) mindestens eine Nukleinsaure, die fiir eine Aminosauresequenz der 
erfindungsgemaBen Verbindung kodiert. Das genannte Nukleinsaurekonstrukt ist 
vorzugsweise aus DNA oder RNA. Geeignete regulatorische Elemente eriauben 
beispielsweise die konstitutive, regulierbare, gewebsspezifische, zellzyklusspezifische oder 
metabolischspezifische Expression in eukaryotischen Zellen oder die konstitutive, 
metabolischspezifische oder regulierbare Expression in prokaryotischen Zellen. Regulierbare 
Elemente gemaB der vorliegenden Erfindung sind Promotoren, Aktivatorsequenzen, 
Enhancer, Silencer, und/oder Repressorsequenzen. 




Beispiele fur geeignete regulierbare Elemente, dfe konstftutivV Expression in Eukafyoten 
ermoglichen sind Promotoren die von der RNA Polymerase III erkannt werden oder virale 
Promotoren, wie CMV-Enhancer, CMV-Promotor, SV40 Promotor und virale Promotor-und 
Aktivatorsequenzen, abgeleitet aus beispielsweise HBV, HCV, HSV, HPV, EBV HTLV oder 
HIV. 

Beispiele fiir regulierbare Elemente, die regulierbare Expression in Eukaryoten ermoglichen 
sind der Tetrazyklinoperator in Kombination mit einem entsprechenden Repressor (Gossen 
M, et al (1994) Curr. Opin. Biotechnol. 5, 516-20). 

Beispiele fiir regulierbare Elemente, die gewebsspezifische Expression in Eukaryoten 
ermoglichen sind Promotoren oder Aktivatorsequenzen aus Promotoren oder Enhancem von 
solchen Genen, die fiir Proteine kodieren, die nur in bestimmten Zelltypen exprimiert werden. 

Beispiele fiir regulierbare Elemente, die zellzyklusspezifische Expression in Eukaryoten 
ermoglichen sind die Promotoren der folgenden Gene: cdc25C, Cyclin A, Cyclin E, cdc2, 
E2F, B-myb oder DHFR (Zwicker J. und MuUer R. (1997) Trends Genet. 13, 3-6). 

Beispiele fiir regulierbare Elemente, die metabolisch spezifische Expression in Eukaryoten 
ermoglichen sind Promotoren, die durch Hypoxic, durch Glucosemangel, durch 
Phosphatkonzentration oder durch Hitzeschock reguliert werden. 

Um die Einfuhrung der genannten Nukleinsaure und damit die Expression des Polypeptids in 
einer eu- oder prokaryotischen Zelle durch Transfektion, Transformation oder Infektion zu 
ermoglichen, kann die Nukleinsaure als Plasmid, als Teil eines viralen, oder nicht viralen 
Vektors vorliegen. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb ein 
Vektor, insbesondere ein Expressionsvektor, der eine Nukleinsaure codierend fvir ein 
ertlndungsgemaCes Polypeptid enthalt. Als virale Vektoren eignen sich hierbei besonders: 
Baculoviren, Vakziniaviren, Adenoviren, adenoassoziierte Viren und Herpesviren. Als nicht 
virale Vektoren eignen sich hierbei besonders: Virosomen, Liposomen, kationische Lipide, 
Oder Poly-Lysih konjugierte DNA. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Zelle, die mindestens ein T-Zell- 
Epitop enthalt, vorzugsweise prasentiert. In einer besonderen Ausfuhrungsform wird die Zelle 




durch einen der genannten Vektoren transfiziert/transfonniert*oder Tnfiziert. D^iese*^elle 
exprimiert unter dem Fachmann bekannten Bedingungen, die zur Aktivierung der jeweils 
verwendeten regulierbaren Elemente fiihren, das erfindungsgemafie Polypeptid. Das 
Polypeptid kann dann aus dieser Zelle isoliert und z.B. unter Verwendung einer der oben 
genannten Markierungen aufgereinigt werden. Zur gentechnischen Herstellung und 
anschlieBenden Aufreinigung der exprimierten, erfindungsgemafien Verbindungen eignen 
sich prokaryotische und eukaryotische Zellen, insbesondere Bakterienzellen wie 
beispielsweise E. coli, Hefezellen wie beispielsweise S. cerevisiae, Insekten Zellen wie 
beispielsweise Spodoptera frugiperda Zellen (Sf-9) oder Trichoplusia ni Zellen oder 
Saugerzellen wie beispielsweise COS-Zellen oder HeLa-Zellen. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform ist es, die Zelle, die das erfindungsgemaCe Polypeptide 
exprimiert, selbst zu verwenden, wobei in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform die 
Zelle Teile das erfindungsgemafien Polypeptids iiber MHC-1 Molekiile auf der Zelloberflache 
prasentiert. Fiir die Herstellung einer erfindungsgemafien Zelle sind Antigen-prasentierende 
Zellen wie beispielsweise B-Zellen, Makrophagen, Dendritischen Zellen, embryonalen Zellen 
oder Fibroblasten, in einer bevorzugten Ausfuhrungsform B16F10-, B6-, C3-, EL4-, RMA- 
oder RMA-S-Zellen geeignet. Die erfindungsgemafien Zellen, die ein Polypeptid enthaltend 
ein T-Zell-Epitop, prasentieren, konnen als Zielzellen zur Restimulation von Immunzellen, 
insbesondere T-Zellen und/oder zur Messung der Aktivierung von T-Zellen eingesetzt 
werden. Unter Zielzelle im Sinne der vorliegenden Erfindung ist eine Zelle zu verstehen, die 
iiber MHC-Molekiile ein T-Zell-Epitope prasentiert und damit spezifisch eine T-Zell- 
Aktivierung hervorruft, insbesondere eine zytotoxische T-Zell-Reaktion gegen die Zelle. 

Ferner kann die ein T-Zell-Epitop enthaltene Verbindung, Teil eines Komplexes sein, der 
dadurch charakterisiert ist, dafi die Verbindung kovalent oder uber hydrophobe 
Wechselwirkungen, lonenbindung oder Wasserstoffbriickenbindungen mit mindestens einer 
weiteren Spezies wie Peptide, Proteine, Peptoide, lineare oder verzweigte Oligo- oder 
Polysacharide und Nukleinsauren verbunden ist. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop 
oder eine Verbindung und mindestens eine weitere Verbindung. Eine bevorzugte 
Ausfuhrungsform ist, dafi das Polypeptid in Verbindung mit MHC Klasse I-Molekulen, 
vorzugsweise als H2-Db-Tetramer vorliegt. Besonders bevorzugt sind humane oder murine 
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MHC-Klasse I Molekule, insbesondere ein von C57B176 M^en abgeleitefes MtfC-Kfasse I 
Molekul. Durch die Technik von Altman J,D. et al. (1996, Science 274, 94-6) lassen sich 
beispielsweise H2-Dt'-Tetramere mit den entsprechenden gebundenen Peptiden herstellen, die 
in der Lage sind, an die T-Zellrezeptoren von peptidspezifischen zytotoxischen T-Zellen zu 
binden. 

Eine weitere Ausfiihrungsform ist die Immobilisierung der erfindungsgemaBen Verbindung 
Oder des genannten Komplexes an Tragermaterialien. Als Tragermaterialien eignen sich 
beispielsweise Keramik, Metall, insbesondere Edelmetall, Glaser, Kunststoffe, kristalline 
Materialien bzw. dunne Schichten des Tragers, insbesondere der genannten Materialien, oder 
(bio)molekulare Filamente wie Cellulose oder Geriistproteine. 

Zur Aufreinigung des erfindungsgemaBen Komplexes kann eine Komponente des Komplexes 
zusatzlich noch ein Protein-Tag enthalten. Erfindungsgemafie Protein-Tags erlauben 
beispielsweise die hochaffme Absorption an eine Matrix, stringentes Waschen mit geeigneten 
Puffern ohne^den Komplex im nennenswerten MaBe zu eluieren und anschlieUende gezielte 
Elution des absorbierten Komplexes. Beispiele von dem Fachmann bekannten Protein-Tags, 
sind ein N-oder C-terminales (HIS)^-Tag, ein Myc-Tag, ein FLAG-Tag, ein Hamaglutenin- 
Tag, Glutathit)f!-Transferase (GST)-Tag, lutein with an Affinity Chitin-binding Tag oder 
Maltose bindixig "protein '(MBP)-Tag. Die erfindungsgemaBen Protein-Tags konnen sich N-, 
C-terminal, und/oder intern befinden. 

Ein anderer Gegenstand der vorHegenden Erfindung ist ein Verfahren zum in vitro Nachweis 
der Aktivierung von T-Zellen durch mindestens eine Verbindung, enthaltend ein T-Zell- 
Epitop. Ein derartiges Verfahren besteht vorzugsweise aus drei Schritten: 
a) In einem ersten Schritt werden Zellen mit mindestens einer Verbindungen enthaltend 
ein T-Zell-Epitop stimuliert. Diese Verbindung kann mindestens eine 
erfindungsgemafie Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einen 
erfindungsgemaflen-Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens ein Capsomer, 
mindestens ein stabiles Capsomer, mindestens ein VLP, mindestens ein CVLP, 
und/oder mindestens ein Virus bedeuten. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform 
werden Immunzellen durch die Inkubation mit CVLPs stimuliert. Diese Stimulation 
kann beispielsweise in Form einer Impfling erfolgen, oder durch Inkubation von 




Immunzellen mit CVLPs in vitro. Derartig sUmuTierte fmmunzellen* werden 
beispielsweise nach einer Impfung aus der Milz, aus Lymphknoten oder aus dem Blut 
gewonnen, und/oder werden kultiviert. 

In einem zweiten Schritt werden Zellen mit mindestens einem erfindungsgemaBen T- 
Zeli-Epitop, mindestens einer erfindungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T-Zell- 
Epitop, mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop prasentiert und/oder mit 
mindestens einem erfindungsgemaBen Komplex inkubiert. 

In einem dritten Schritt erfolgt die Bestimmung der Aktivierung von T-Zellen. Hierflir 
geeignete Verfahren sind beispielsweise der Nachweis der Produktion oder Sekretion 
von Cytokinen durch die T-Zellen, der Expression von Oberflachenmolekulen auf T- 
Zellen, der Lyse von Zielzellen oder der Proliferation von Zellen. Hierfur geeignete 
Methoden sind beispielsweise ein Cytokinassay (Chapter 6.2 bis 6.24 in Current 
Protocols in Immunology (1999), edited by Coligan J.E., Kruisbeek A.M., Margulies 
D.H., Shevach E.M. and Strober W., John Wiley & Sons), ELISPOT (Chapter 6.19 in 
Current Protocols in Immunology, supra), ein 5iCr-Freisetzungstest (Chapter 3.11 in 
Current Protocols in Immunology, supra) oder der Nachweis der Proliferation 
(Chapter 3.12 in Current Protocols in Immunology, supra). Je nach verwendeter 
Methode kann dabei auch zwischen den Immunzellen wie zytotoxischen T-Zellen, T- 
Helferzellen, B-Zellen, NK-Zellen und anderen Zellen unterschieden werden. Die 
Verwendung von erfindungsgemaBen Verbindungen, Komplexen, und/oder Zellen, die 
erfindungsgemaBe Markierungen enthalten, erlaubt die Detektion von T-Zellen, die 
das T-Zell-Epitop erkennen uber den Nachweis der Bindung markierter Verbindungen, 
Komplexe, und/oder Zellen an die T-Zellen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
wird die Bindung erfindungsgemaBer MHC-Polypeptid-Komplexe an die Oberflache 
der T-Zellen nachgewiesen. Dies kann derart durchgefuhrt werden, daB die MHC- 
Komplexe selbst markiert, beispielsweise fluoreszenzmarkiert sind, oder daB man in 
einem weiteren Schritt einen MHC-spezifischen, markierten, beispielsweise 
tluoreszenzmarkierten Antikorper verwendet, um wiederum die MHC-Komplexe 
nachzuweisen. Die Fluoreszenzmarkierung der T-Zellen laBt sich dann beispielsweise 
in einem Tluorescens Activated Cell Sorter' (FACS) messen und auswerten. Eine 
andere Moglichkeit zum Nachweis der Bindung von den Komplexen an die T-Zellen 
ist emeut die Messung der Aktivierung von T-Zellen (Cytokinassay, Elispot, ^^Cr- 
Freisetzungstest, Proliferation, siehe oben). Allerdings benotigt man hierflir die 
gleichzeitige Stimulation von Korezeptoren (z. B. CD28), beispielsweise durch 




Korezeptor-spezifische Antikorper (Anti-tD28) *und/oder ahdere unspezilische 
Aktivatoren (IL-2). 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren, das einen zusatzlichen Schritt 
a') enthalt, der nach Schritt a) eingefuhrt wird. 

a') In diesem zusatzlichen dem Schritt a) nachfolgenden Schritt a') werden werden die 
isolierten oder kuUivierten Zellen mit mindestens einer Zielzelle beladen mit einer 
erfindungsgemaBen Verbindung enthaitend ein T-Zeli-Epitop, mindestens einem 
erfindungsgemaUen Komplex enthaitend ein T-Zell-Epitop, mindestens einem 
Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, mindestens einem VLP, mindestens 
einem CVLP und/oder mindestens einem Virus, mit mindestens einem 
erfindungsgemaBen Komplex enthaitend ein T-Zell-Epitop, und/oder mindestens einer 
Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop prasentiert, flir mindestens ca. 12 Tage, insbesondere 
ca, 5 Tage cokultiviert, bevor sich Schritt b) anschliefit. 
Unter Cokultivierung ist das Wachstum der Zellen: 

(i) in Gegenwart von mindestens einer Zielzelle beladen mit einer 
erfindungsgemaBen Verbindung enthaitend ein T-Zell-Epitop, mindestens 
einem erfindungsgemaBen Komplex enthaitend ein T-Zell-Epitop, mindestens 
einem Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, mindestens einem 
VLP, mindestens einem CVLP, und/oder mindestens einem Virus, 

(ii) in Gegenwart mindestens eines erfindungsgemaBen Komplexes enthaitend ein 
T-Zell-Epitop, 

(iii) in Gegenwart mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop prasentiert, 
im selben Wachstumsmedium und selben Gewebekulturbehalter zu verstehen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung einer 
T-Zell-Epitop prasentierenden Zielzelle. Hierbei ist es moglich, die Zielzelle mit 
Kombinationen von unterschiedlichen T-Zell-Epitopen zu beladen. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird die Zielzelle mit mindestens einer Verbindung enthaitend ein T-Zell- 
Epitop und/oder mindestens -einem Komplex enthaitend ein T-Zell-Epitop inkubiert. In einer 
besonders bevorzugten Ausflihmngsform wird die Zielzelle in Wachstumsmedium, das 
erfindungsgemaBe Polypeptide enthalt, oder mit MHC Klasse I-Komplexen mit gebundenen 
erfindungsgemaBen Polypeptiden inkubiert. Die MHC Klasse I-Komplexe konnen 
beispielsweise als H2-D*>-Tetramere vorliegen. Ein Tetramer bindet dabei in der Regel vier 




Peptide. Diese konnen sowohl identisch sein oder a5er untefschie3liche*Spezies von'Pepfiden 
reprasentieren. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Zielzelle mit einer 
Nukleinsaure und/oder einem Vektor transfiziert, transformiert und/oder infiziert. In einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Zielzelle mit einem Vakziniavirusvektor 
infiziert. Das erfmdungsgemaBe Verfahren wird mit Antigen-prasentierenden Zellen 
beispielsweise mit B-Zellen, Makrophagen, Dendritischen Zellen, embryonalen Zellen oder 
Fibroblasten, in einer bevorzugten Ausfuhrungsform mit B16F10-, B6-, C3-, EL4-, RMA- 
oder RMA-S-Zellen durchgefiihrt. 

Die verwendeten CVLPs enthalten ein Papillomavirus LI -Protein oder Varianten davon, 
insbesondere HPV16 LI -Protein und, jedoch nicht notwendigerweise, ein zu LI heterologes 
Protein oder Varianten davon. Die zwei Proteine konnen direkt oder indirekt gebunden 
vorliegen. Direkt gebunden meint im Sinne der Erfmdung, daB eine kovalente Bindung 
zwischen den beiden Proteinen vorliegt, beispielsweise eine Peptidbindung oder eine 
Disulfidbindung. Indirekt gebunden bedeutet, daB die Proteine liber nicht-kovalente 
Bindungen gebunden sind, beispielsweise hydrophobe Wechselwirkungen, lonenbindungen 
oder Wasserstoffbriicken. In einer weiteren Ausfuhrungsform enthalten die CVLPs zusatzlich 
zu LI -Protein oder Varianten davon ein Papillomavirus L2-Protein. 

Eine bevorzugte Ausflihrung des LI -Proteins der vorliegenden Erfindung sind beispielsweise 
LI -Proteine mit einer oder mehreren Deletionen, insbesondere einer C-terminalen Deletion. 
Eine C-terminale Deletion hat den Vorteil, dafl die Effizienz der Bildung virus-ahnlicher 
Partikel gesteigert werden kann, da das am C-Terminus lokalisierte nukleare 
Lokalisationssignal deletiert wird. Die C-terminale Deletion betragt daher vorzugsweise bis 
zu ca. 35 Aminosauren, insbesondere ca. 25 bis ca. 35 Aminosauren, vor allem ca. 32 bis ca. 
34 Aminosauren. Beispielsweise ist eine 32 Aminosauren lange C-terminale Deletion des 
HPV16 LI -Proteins ausreichend, um die Bildung von virus-ahnlichen Partikeln um das 
mindestens ca. zehnfache steigern zu konnen. Des weiteren kann das LI -Protein eine oder 
mehrere Mutationen tragen oder der Ll-Anteil aus LI -Proteinen verschiedener Papilloma- 
viren zusammengesetzt sein. Gemeinsames Kennzeichen der erfmdungsgemaBen LI -Proteine 
ist, daB sie die Bildung von VLPs bzw. CVLPs zulassen und daB sie mindestens ein 
erfindungsgemaBes T-Zell-Epitop enthalten. 




In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das LI -Protein ocfer Vafianten'davbn und^flas ill LI 
heterologe Protein ein Fusionsprotein. Beinhaitet sind auch heterologe Proteine, die aus 
mehreren verschiedenen Proteinen oder Teilen davon zusammengesetzt sind. Dies konnen 
beispielsweise auch Epitope, insbesondere zytotoxische T-Zellepitope von Proteinen sein. 
Epitope im Sinne der Erfindung konnen dabei auch Teil eines synthetischen Polypeptids mit 
einer Lange von ca. 50 Aminosauren, vorzugsweise von mindestens ca. 35 Aminosauren, 
insbesondere von mindestens ca. 20 Aminosauren und in besonders bevorzugter Weise von 
mindestens ca. 9 Aminosauren sein, 

Bevorzugt sind zu LI heterologe Proteine, die von einem viralen Protein abgeleitet sind, 
beispielsweise abgeleitet von HIV, HBV oder HCV, vorzugsweise von Papillomaviren, 
insbesondere von humanen Papillomaviren. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist dies ein E-Protein eines Papillomavirus, 
vorzugsweise ein E6- und/oder E7-Protein. Insbesondere ist bevorzugt, wenn das E-Protein 
ein deletiertes E-Protein ist, vorzugsweise ein C-terminale deletiertes, insbesondere ein C- 
terminal deletiertes E7-Protein, da diese Konstrukte in Verbindung mit deletiertem LI -Protein 
bevorzugt virus-ahnliche Partikel ausbilden konnen. Insbesondere bevorzugt sind Deletionen 
bis zu 55 Aminosauren, vorzugsweise ca. 5 bis ca. 55 Aminosauren, insbesondere ca. 38 bis 
ca. 55 Aminosauren. 

In einer weiteren Ausfuhrung kann das zu LI heterologe Protein von Antigenen nicht viraler 
Erreger abstammen. Ebenso konnen sie von Autoimmunantigenen wie z.B. Thyroglobulin, 
Myelin basic protein oder Zona Pellucida Glycoprotein 3 (ZP3), die mit bestimmten 
Autoimmunkrankheiten wie z.B. Thyroiditis, Multiple Sklerose, Oophoritis oder 
rheumatoider Arthritis assoziiert sind, abgeleitet sein. In einer bevorzugten Ausfuhrung 
stammt das zu LI heterologe Protein von Tumorantigenen ab, vorzugsweise Melanomaanti- 
genen wie MART, Ovarialcarcinomantigenen wie Her2 neu (c-erbB2), BCRA-1 oder CA125, 
Coloncarcinomantigenen wie CA125 oder Mammacarcinomantigenen wie Her2 neu (c- 
erbB2), BCRA-1, BCRA-2. 

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung ist ein Verfahren zum in vitro Nachweis der 
Aktivierung von T-Zellen, die durch Preparation aus Proben gewonnen werden. Dieses 
Verfahren erlaubt es zu bestimmen, ob in einer Probe, beispielsweise einer Blutprobe eines 




Patienten oder in der Milz einer Maus, Papillomavifus 1 1-Frbtem-speziRscKe zytotlTxiscfie T- 
Zellen vorhanden sind. Ein derartiges Nachweisverfahren enthalt die folgenden Schritte: 
a'*) In einem ersten Schritt werden Zellen gewonnen, beispielsweise durch Blutabnahme 
von einem Patienten oder durch die Praparation zum Beispiel der Milz oder von 
Lymphknoten einer Maus. Anschlieflend werden die Zellen in Wachstumsmedium 
aufgenommen und kultiviert, 

b) In einem zweiten Schritt werden Zellen mit mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell- 
Epitop prasentiert oder mit mindestens einem Komplex, der als eine Komponente eine 
Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitope umfaCt, inkubiert. 

c) In einem dritten Schritt erfolgt die Bestimmung der Aktivierung von T-Zellen. Hierfur 
geeignete Verfahren sind beispielsweise der Nachweis der Produktion oder Sekretion 
von Cytokinen durch die T-Zellen, der Expression von Oberflachenmolekiilen auf T- 
Zellen, der Lyse von Zielzellen oder der Proliferation von Zellen. Hierfur geeignete 
Methoden sind beispielsweise ein Cytokinassay (Chapter 6.2 bis 6.24 in Current 
Protocols in Immunology (1999), edited by Coligan J.E., Kruisbeek A.M., Margulies 
D.H., Shevach E.M. and Strober W., John Wiley & Sons), ELISPOT (Chapter 6.19 in 
Current Protocols in Immunology, supra), ein 5iCr-Freisetzungstest (Chapter 3.11 in 
Current Protocols in Immunology, supra) oder der Nachweis der Proliferation (Chapter 
3.12 in Current Protocols in Immunology, supra). Je nach verwendeter Methode kann 
dabei auch zwischen den Immunzellen wie zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen, B- 
Zellen, NK-Zellen und anderen Zellen unterschieden werden. Die Verwendung von 
erfmdungsgemaBen Verbindungen, Komplexen, und/oder Zellen die erfmdungsgemaiJe 
Markierungen enthalten erlaubt die Detektion von T-Zellen, die das T-Zell-Epitop 
erkennen iiber den Nachweis der Bindung markierter Verbindungen, Komplexe, 
und/oder Zellen an die T-Zellen. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die 
Bindung erfmdungsgemaBer MHC-Polypeptid-Komplexe an die Oberflache der T- 
Zellen nachgewiesen. Dies kann derart durchgeflihrt werden, dafi die MHC-Komplexe 
selbst markiert, beispielsweise fluoreszenzmarkiert sind, oder daB man in einem 
weiteren Schritt einen MHC-spezifischen, markierten, beispielsweise 
Huoreszenzmarkierten Antikorper verwendet, um wiederum die MHC-Komplexe 
nachzuweisen. Die Fluoreszenzmarkierung der T-Zellen laBt sich darm beispielsweise in 
einem Tl'uorescens Activated Cell Sorter' (FACS) messen und auswerten. Eine andere 
Moglichkeit zum Nachweis der Bindung von den Komplexen an die T-Zellen ist emeut 
die Messung der Aktivierung von T-Zellen (Cytokinassay, Elispot, 5iCr- 




Freisetzungstest, Proliferation, siehe oben)! Allercfiiigs**benotigt man Merfur* die 
gleichzeitige Stimulation von Korezeptoren (z. B. CD28), beispielsweise durch 
Korezeptor-spezifische Antikorper (Anti-CD28) und/oder andere unspezifische 
Aktivatoren (IL-2). 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren, das einen zusatzlichen Schritt 
a') enthalt, der nach Schritt a'') eingefuhrt wird. 

a') In diesem zusatzlichen dem Schritt a") nachfolgenden Schritt a') werden die isolierten 
Oder kultivierten Zellen mit mindestens einer Zielzelle beladen mit einer 
erfindungsgemaBen Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einem 
erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einem 
Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, mindestens einem VLP, mindestens 
einem CVLP und/oder mindestens einem Virus, mit mindestens einem 
erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, und/oder mindestens einer 
.Zielzelle„.die ein T^Zell-Epitop prasentiert, fur mindestens ca. 12 Tage, insbesondere 
ca. 5 Tage cokultiviert,.bevor sich^Schritt b) anschlieBt. 
Unter ^©©kukdvvieKung ist das^^^^^^ der Zellen: 

(i) srin £r*v®egen'Wart -won mindestens einer Zielzelle beladen mit einer 
«r©r.findungsgerftafien^V^^ T-Zell-Epitop, mindestens 

einem er«findungsgemafien F&omplex enthaltend^ ein X-Zell-Epitop, mindestens 
einem Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, mindestens einem 
VLP, mindestens einem CVLP, und/oder mindestens einem Virus, 

(ii) in Gegenwart mindestens eines erfindungsgemaBen Komplexes enthaltend ein 
T-Zell-Epitop, 

(iii) in Gegenwart mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop prasentiert, 
im selben Wachstumsmedium und selben Gewebekulturbehalter zu verstehen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Testsystem (Kit) zum in vitro Nachweis der 

Aktivierung von T-Zellen enthaltend: 

a) mindestens ein erfindungsgemaBes T-Zell-Epitop, mindestens eine 
erfindungsgemaBe Verbindung, mindestens einen erfindungsgemaBen Vektor, 
mindestens eine erfindungsgemaBe Zelle, und/oder mindestens einen 
erfindungsgemaBen Komplex, und 
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b) Effektorzellen des Immunsystems, vorzugs^eisS T-Zelleh* insb&Sonflere z)1:&to??rsche 
T-Zellen oder T-Helferzellen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Testsystem (Kit) zum in vitro Nachweis der 
Aktivierung von T-Zellen enthaltend: 

a) mindestens ein erfindungsgemaBes T-Zell-Epitop, mindestens eine 
erfindungsgemalie Verbindung, mindestens einen erfindungsgemafien Vektor, 
mindestens eine erfindungsgemaBe Zelle, und/oder mindestens einen 
erfindungsgemafien Komplex, und 

b) Effektorzellen des Immunsystems, vorzugsweise T-Zellen, insbesondere 
zytotoxische T-Zellen oder T-Helferzellen. 

Das Testsystem wird in einer besonderen Ausfuhrungsform zur Bestimmung der, 
beispielsweise in einer Blutprobe eines Patienten oder in der Milz einer Maus vorhandenen 
Ll-Protein-spezifischen zytotoxischen T-Zellen verwendet. In diesem Fall sind die in b) 
beschriebenen Zellen im Testsystem enthaltene Kontrollzellen, deren Aktivierung durch die 
erste Kitkomponente, die unter a) genannten Substanzen, als Standard dient. Die in dieser 
Reaktion beobachteten Aktivierung wird mit die T-Zell-Aktivierung von aus Patienten oder 
Mausen isolierten Zellen durch die Kitkomponente a) verglichen. 

In einer weiteren besonderen Ausfuhrungsform wird das Testsystem beispielsweise zur 
Bestimmung der Ll-Protein-spezifischen Antigenitat einer Verbindung enthaltend ein T-Zell- 
Epitop, eines Komplexes enthaltend ein T-Zell-Epitop, eines Capsomers, eines stabilen 
Capsomers, eines VLPs, eines CVLPs, und/oder eines Virus verwendet In diesem Fall sind 
die in a) beschriebenen Substanzen Kontrollsubstanzen deren aktivierende Wirkung auf die 
zvveite Kitkomponente, die unter b) genannten Zellen, als Standard dient. Die in dieser 
Reaktion beobachteten Aktivierung wird mit der aktivierenden Wirkung einer Verbindung 
enthaltend ein T-Zell-Epitop, einem Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, einem Capsomer, 
einem stabilen Capsomer, einem VLP, ein CVLP, und/oder einem Virus auf die 
Kitkomponente b) verglichen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von mindestens einem T-Zell- 
Epitop, mindestens einer erfindungsgemafien Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, 
mindestens einem erfindungsgemafien Vektor enthaltend eine Nukleinsaure kodierend fur 




eine ein T-Zell-Epitop enthaltende Verbindung, mindestenV emer erfindurigsgemSBen'Zelle 
enthaltend ein T-Zell-Epitop zur, und/oder mindestens einem erfindungsgemaJJen Komplex 
enthaltend ein T-Zell-Epitop zur Auslosung oder zum Nachweis einer Immunantwort. 

Zur Stimulation von Immunzellen in vitro wie in vivo eignen sich insbesondere Zelien, die 
mindestens eines der erfmdungsgemaCen Molekule iiber ihre MHC-Klasse I-Molekule 
prasentieren. Zur Antigen-Prasentation geeignete Zelien sind z. B. B-Zellen, dendritische 
Zelien, Macrophagen, embryonale Zelien oder Fibroblasten, die dutch eine gemeinsame 
Kultivierung mit Immunzellen eine Stimulation von spezifischen T-Zellen erreichen konnen. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform kann eine erfindungsgemaBe Verbindung 
beispielsweise ein HPVI8 LlE7-Fusionsprotein, das zusatzlich ein erfindungsgemaBes T- 
Zell-Epitop enthalt, zur Detektion einer Immunantwort eingesetzt werden. Eine solche 
erfindungsgemaBe Verbindung kann die Fahigkeit zur Bildung von CVLPs besitzen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel oder Diagnostikum enthaltend 
mindestens eine erfindungsgemaBe Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens 
einen Vektor enthaltend eine Nukleinsaure kodierend fur eine ein T-Zell-Epitop enthaltende 
Verbindung, mindestens eine erfindungsgemaBe Zelle enthaltend ein T-Zell-Epitop, und/oder 
mindestens einen erfindungsgemaBen Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop und 
gegebenenfalls einen pharmazeutisch akzeptablen Trager. 

Beispiele von dem Fachmann bekannten Tragem sind Glas, Polystyren, Polypropylen, 
Polyethylen, Dextran, Nylon, Amylase, nattirliche oder modifizierte Zellulose, 
Polyacrylamide, Agarose, Aluminiumhydroxid oder Magnitid. 

Ein erfindungsgemaBes Arzneimittel oder Diagnostikum kann in Losung vorliegen, an eine 
feste Matrix gebunden sein und/oder mit einem Adjuvans versetzt sein. 

Das Arzneimittel oder Diagnostikum kann auf verschiedene Weisen verabreicht werden. 
Beispiele von dem Fachmann bekannten Verabreichungsformen sind parenterale, lokale 
und/oder systemische Applikation durch z. B. orale, intranasale, intravenose, intramuskulare, 
und/oder topische Applikation. Die bevorzugte Applikationsform wird beispielsweise durch 
den natiirlichen Infektionsweg der jeweiligen Papillomavirusinfektion beeinfluBt. Die 
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verabreichte Menge richtet sich nach Alter, Gewicht, *allgemeinem GesunaheitszCtstand des 
Patienten und dem Typ der Papillomavirusinfektion. Das Arzneimittel oder Diagnostikum 
kann in Form von Kapseln, Losung, Suspension, Elixier (fur orale Applikation) oder sterile 
Losungen bzw. Suspensionen (fur parenterale oder intranasale Applikation) verabreicht 
werden. Als inerter und immunologisch akzeptabler Trager kann beispielsweise Salzlosung 
oder phosphatgepufferte Salzlosung verwendet werden. Das Arzneimittel wird in 
therapeutisch effektiven Mengen verabreicht. Das bedeutet Mengen, die ausreichend sind, um 
eine schixtzende immunologische Antwort hervorzurufen. 



In einer besonderen Ausfiihrungsform kann eine erfindungsgemalie Verbindung 
beispielsweise ein HPV18 LlE7-Fusionsprotein, das zusatzlich ein erfindungsgemalies T- 
Zell-Epitop enthalt, als Arzneimittel oder Diagnostikum eingesetzt werden. Eine solche 
erfmdungsgemaBe Verbindung kann die Fahigkeit zur Bildung von CVLPs besitzen. 

Die Figuren und die folgenden Beispiele soUen die Erfmdung naher erlautem, ohne sie zu 
beschranken. 



Fig. 1 zeigt die graphische Auswertung der spezifischen Lyse von verschiedenen murinen B6- 
Zellen, die entweder mit MVA-Ll^^ oder mit MVA-F6 infiziert worden waren, durch 
Milzzellen von Mausen, die entweder mit VLPs bzw. mit Puffer geimpft worden waren. 
Aufgetragen ist das Verhaltnis der Effektorzellen zu den Zielzellen gegen die Prozent der 
spezifisch lysierten Zellen. 

Fig. 2 zeigt die graphische Auswertung der spezifischen Lyse von verschiedenen RMA-S- 
Zellen, die entweder ^^230-22^' ^^les-iiy oder AM prasentieren, durch die Milzzellen von 
Mausen, die mit VLPs bzw. mit Puffer geimpft worden waren. Aufgetragen ist das Verhaltnis 
der Effektorzellen zu den Zielzellen gegen die Prozent der spezifisch lysierten Zellen. 



Fig. 3 zeigt die graphische Auswertung der spezifischen Lyse von vier verschiedenen 
Zellinien durch T-Zellen, die zuvor mit MVA-Ll^^^-infizierten EL4-Zellen (links) oder mit 
LI j^^-beladenen RMA-S-Zellen restimuliert worden waren. Aufgetragen ist das Verhaltnis 
der Effektorzellen zu den Zielzellen gegen die Prozent der spezifisch lysierten Zellen. 




Fig. 4 zeigt die graphische Auswertung der spezifischen* Lyse von* vier verscliiedenen 
Zielzellinien durch drei verschiedene zytotoxische T-Zellinien. 

Fig. 5 zeigt die graphische Auswertung der spezifischen Lyse von unterschiedlichen 
Zielzellen, entweder verschiedenen Zellinien oder RMA-S-Zellen, die mit den Ll-Peptiden 
Ll-1 bis Ll-15 beladen w^orden v^aren, durch drei verschiedene zytotoxische T-Zellinien. 

Beispiele 

1. Beschreibung der Ausgangsmaterialien 



Die Herstellung von HPV16 Ll^^E?,^^ CVLPs erfolgte gemafi der deutschen 
Patentanmeldung DE 198 12 941.6 (siehe auch Muller M. et al. (1997) Virology 234, 
93-111) 

LI VLPs (siehe MulleF M. et al. (1997) Virology 234, 93-1 1 1) 

C57BI/6-Mause wiirden von Charles River,Xaboratories (Wilmington, MA, USA) bezogen. 
MVA-Ll^^ bedeutet rekombinantesi^munines Vakziniavirus, das in infizierten Zellen HPV16 

L^sc ^xprimiert. 
MVA-F6 bedeutet Vakziniavirus (Kontrollvirus). 
B6-Zellen bedeutet embyonale>Stammzellen-aus einer C57B l/6^Maus 

C3-Zellen bedeutet HPV16 und ras-transformierte B6-Embryozellen (siehe Feltkamp M.C. et 
al. (1993) Eur. J. Immunol. 23, 2242-9). 

RMA-Zellen stammen aus einem Thymom einer C57BL/6-Maus (siehe Ljunggren H.G. & 
Karre K. (1985) J. Exp. Med. 162, 1745-59). 

RM.\-S-Zellen stammen aus einem Thymom einer C57BL/6-Maus (siehe Ljunggren H.G. & 
Karre K. (1985) J. Exp. Med. 162, 1745-59). Sie weisen einen Defekt im 
Antigenprozessierungs-assoziiertem Transport auf, der zur Unterbindung der Beladung 
von MHC-1 Molekuhlen im endoplasmatischen Retikulum ftihrt. Die dennoch auf der 
Zelloberflache vorhandenen unbeladenen MHC-1 Molekiile konnen beispielsweise 
durch Inkubation der Zellen in Peptid-haltigen Medien beladen werden, so daB sich 
diese Zellen sehr gut zur Presentation eines Antigens eignen (siehe Powis S.J. et al. 
(1991) Nature 354, 528-31). 

EL4-Zellen stammt aus einem Thymom einer C57Bl/6-Maus (siehe Shevach E.M. et al. 
(1972) J. Immunol. 108, 1 146-51), z. B. ATCC TIB-49. 




Zellen warden jeweils bei 37^C und 5% CO^ in RPlWl.PWediuni1;tjibco ERV, EggertSteidJ mit 

10% fbtalem Kalberserum, Kanamycin, Ampicillin kultiviert. 
AM-Peptid bedeutet Aminosauren 366 bis 374 des Influenza Nukleoproteins, Sequenz: 

ASNENMETM (siehe Townsend A.R. et al, (1986) Cell 44, 959-68) 
LI -Peptide bedeutet von HPV16 abgeleitetes Peptid des LI Hauptkapsidproteins. 

2. Induktion von Ll-spezifischen CTL nach Immunisierung mit LI VLPs 

a) Immunisierung von Mausen mit VLPs: 

Zwei C57Bl/6-Mause wurden mit 10 ^g LI VLPs (Maus 1) oder zur Kontrolle mit 
Puffer (Maus 2) immunisiert. Nach 6 Wochen wurden die Milzzeilen isoliert. 

b) Herstellung von Antigen-prasentierenden Zellen (Zielzellen): 

B6-Zellen wurden fur 2,5 Tage mit Interferon y inkubiert, anschliefiend uber Nacht mit 
MVA-Ll^^-Viren (MOI = 5) fiir die Herstellung Antigen-prasentierender Zellen oder 
mit MVA-F6 fur die Herstellung von KontroUzellen infiziert und fiir 16h kultiviert. In 
einem nachsten Schritt wurden die infizierten B6-Zellen bestrahlt und dadurch am 
vveiteren Wachstum gehindert. 

c) Restimulation der isolierten Milzzeilen: 

Die Milzzeilen aus Maus 1 und 2 wurden jeweils gemeinsam mit den Ll^^^- 
exprimierenden B6-Zellen, die als Stimulatorzellen fur die T-Zellen der Milzzeilen 
fungierten, fiir 5 Tage kultiviert. 

d) Test der Zytotoxizitat der isolierten Milzzeilen: 

Die stimulierten Milzzeilen (Effektorzellen) der Maus 1 (VLP-geimpft) und 2 (Puffer- 
geimpft) wurden entweder mit MVA-Ll ^^-infizierten oder mit MVA-F6-infizierten B6- 
Zellen (Zielzellen), die jeweils zuvor in Anwesenheit von ^iCr fur Ih bei 37°C inkubiert 
worden waren, in fiinf verschiedenen Verhaltnissen von Effektorzellen zu Zielzellen fur 
4h inkubiert. Die spezifische Lyse der Zielzellen wurde durch die Freisetzung des 
radioaktiyen ^iCr in einem p-Counter gemessen (siehe Fig. 1). 

Ergebnis: Die Milzzeilen der Ll-immunisierten Maus lysierten die MVA-Ll^^^-infizierten 
Zielzellen, die MVA-F6-infizierten Zielzellen hingegen nicht. Die Milzzeilen besaCen somit 




eine spezifische Zytotoxizitat gegen das LI -Protein! DiS KdrttrSfT-Milzielleft, die aVs d6f mit 
Puffer geimpften Maus stammten, zeigten keine lytische Aktivitat gegenuber den Zielzellen. 



3. Peptid-spezifische Lyse von Zielzellen durch L 1 -spezifische T-Zellen (VLP-geimpfte 
Mause) 



a) Herstellung Antigen-prasentierender Zellen: 

RMA-S-Zellen wurden wahrend einer einstiindigen Inkubation mit ^iCr bei 37°C 
zusatzlich mit einem Peptid (Konzentration 50 |iM) inkubiert. Als Peptid wurde 
entweder 

• ^^330-338' 

• Ll,^5.j^3oder 

• das AM-Peptid (als Kontrolle) 
verwendet. 

b) Test der Zytotoxizitat der isolierten Milzzellen: 

Die gemaB Beispiel Ic hergestellten stimulierten Milzzellen (Effektorzellen) der Maus 1 
(VLP-geimpft) und 2 (Puffer-geimpft) wurden mit den Peptid-inkubierten RMA-S- 
Zellen (Zielzellen) in Anwesenheit von 0,5 ^ig/ml des jeweiligen Peptids fur 4h in sechs 
verschiedenen Verhaltnissen von Effektorzellen zu Zielzellen inkubiert. Die spezifische 
Lyse der Zielzellen wurde durch die Freisetzung des radioaktiven ^iCr in einem p- 
Counter gemessen (siehe Fig. 2). 



Ergebnis: Die mit LI^^. prainkubierten Zielzellen konnten durch die Milzzellen der LI- 
immunisierten Maus 1 effektiv lysiert werden, wahrend die Prainkubation von RMA-S Zellen 
mit Ll^^^ Oder dem KontroU-Peptid AM keine deutliche Lyse der RMA-S Zellen durch die 
stimulierten Milzzellen bewirkte. Die Milzzellen der Puffer-geimpften Maus 2 zeigten ftir 
keine der Peptid prainkubierten RMA-S Zellen spezifische lytische Aktivitat. Das Peptid 
^^165-173 stellt somit in diesen Zellen ein spezifisches zytotoxisches T-Zellepitop dar. 
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4. Peptid-spezifische Lyse von Zielzellen durch Ll-spezifischen T-Zellen (CVLP-geimpfte 



Maus) 



a) Immunisierung von Mausen mit CVLPs: 

Eine Maus wurde mit 10 |ag Ll^^^ET^^^ CVLPs immunisiert. Die Milzzellen wurden 
nach 2 Wochen isoliert. 



b) Herstellung von Antigen-prasentierenden Zeilen: 

EL4-Zellen wurden wie in lb) beschrieben mit MVA-Ll^^-infiziert. RMA-S-Zellen 
wurden wie in 3a) beschrieben mit LI j-^^-beladenen. 

c) Restimulation der isolierten Milzzellen: 

Die isolierten Milzzellen von 4a) wurden jeweils fiir 12 Tage mit den beiden unter 4b) 
beschriebenen Zelltypen EL4/MVA-L1^^ bzw. RMA-S/Ll j^3-inkubiert. 



d) Test der Zytotoxizitat der isolierten Milzzellen 

AnschlieBend wurde ein Zytotoxizitatstest analog zu Beispiel 2d) oder 3b) durchgefuhrt. 
Dabei wurde jeweils die Lyse der EL4/MVA-Ll^^.-ZeUen bzw. der RMA-S/Ll |^._j^3- 
Zellen in fiinf verschiedenen Verhaltnissen von Effektorzellen zu Zielzellen bestimmt. 
Als Kontrolle dienten entweder EL4-Zellen, die mit einem leeren MVA-F6-Vektor 
infiziert worden waren, bzw; RMA-S-Zellen, die nicht mit LI j^. ,^3 vorinkubiert worden 
waren (siehe Fig. 3) 



Ergebnis: Fig. 3 zeigt die Auswertung des 5*Cr-Freisetzungstest analog zu Beispiel 1 oder 2. 
Die Milzzellen waren sowohl nach Kultivierung mit EL4/MVA-Ll^(.-Zellen wie auch mit 
RMA-S/Ll j^. j^3-Zellen in der Lage, die das Ll-Peptid-prasentierenden Zielzellen effektiv zu 
lysieren (EL4/MVA-Ll^^-Zellen oder RMA-S/Ll j^3_,^3-ZeIlen), wahrend die Kontroll-Zellen 
nicht lysiert wurden. Dadurch daB die Erkennung von Ll-exprimierenden Zeilen vergleichbar 
ist mit den Peptid-prasentierenden Zeilen kann man folgem, dafi das Peptid Ll^^^_^y^ im 
wesentlichen fur die Induktion der T-Zellantwort verantwortlich ist. 



Dieses Ergebnis macht emeut deutlich, daI3 in CVLP-geimpften Mausen eine CD8-T- 
Zellantwort gegen das HPV16 Peptid Ll^^^ ^^3 induziert wird. Dabei ist es unwesentlich, ob 



die Impfung der Mause mit VLPs (siehe Beispiel 3) oder CVLPs (dieses Beispiel) 
durchgefuhrt wurde. 

5. Ll-spezifische zytotoxische T-Zellen 

Eine Maus wurde zweimai mit lO*^ C3-Zellen geimpft (diese sind durch HPV16 und ras 
transformiert). AnschlieBend wurden die Milzzellen isoliert und in Gegenwart von bestrahlten 
C3-Zellen als Stimulatorzellen kultiviert und durch Zugabe von C3-Zellen restimuliert. 
Durch Vereinzelung der Milzzellen wurden "Milzzeliklone" kultiviert. Diese Klone wurden 
dann in Zytotoxizitatstests getestet, wie effizient sie C3-Zellen lysieren. In dem selben Test 
lysierten diese Klone weit weniger effizient 86, RMA- oder RMA-E7-Zellen (C3-Zeilen 
exprimieren durch die HP V 1 6-Transformation auch E7). Fig. 4 zeigt drei dieser zytotoxischen 
Klone (= T-Zellinien), die C3-Zellen deutlich effizienter lysieren als B6-, RMA-E7- oder 
RMA-Zellen. 

Diese drei T-Zellinien wurden. dann in einem Zytotoxiszitatstest gemaB einem der 
vorangegangenen Beispiele auf ihre Fahigkeit zur Lyse von C3-Zellen, von B6-Zellen, von 
RMA-S-Zellen sowie von RMA-S-Zellen, die zuvor mit verschiedenen Ll-Peptiden (Ll-1 bis 
Ll-15; jeweilige Konzentration 50 |aM) beladen worden waren, getestet. Fig. 5 zeigt, dafi die 
T-Zellinien 7A und 1 IC sehr effizient Ll-14-beIadene RMA-S-Zellen lysieren konnen. Somit 
sind genannte T-Zellinien spezifisch fur das Ll-14-Peptid, bei dem es sich um das Ll-Peptid 
330-338 (LI33Q 33g) handelt. Die anderen getesteten Peptide wurden von diesen T-Zellinien 
nicht erkannt. Die Sequenzen der getesteten Peptide sind wie folgt: Ll-1: GAMDFTTL Ll- 
2: GDSLFFYL, Ll-3: MQVTFIYI, Ll-4: VYHIFFQM, Ll-5. VHTGFGAM, Ll-6: 
KYPDYIKM, Ll-7: VTFIYILV, Ll-8: LEDTYRFV, Ll-9: GNQLFVTV, Ll-10: 
KKYTFVTV, Ll-11: ENDVNYHI, Ll-12: AGVDNRECI, Ll-13: TVGENVPDDL, Ll-14: 
AQIFNKPYW, LI-15: YKNTNFKEYL ' 
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Patentanspriiche 

1- T-Zell-Epitop mit einer Aminosauresequenz AQEFNKPYW, AGVDNRECI, und/oder 
eine flinktionell aktive Variante davon. 

2. T-Zell-Epitop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Variante 
eine Sequenzhomologie zu AQIFNKPYW oder AGVDNRECI von mindestens ca. 
65%, vorzugsweise mindestens ca. 75% und insbesondere mindestens ca. 85% auf 
Aminosaureebene besitzt. 

3. T-Zell-Epitop nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 die genannte Variante 
eine strukturelle Homologie zu AQIFNKPYW oder AGVDNRECI hat. 

4. T-Zell-Epitop nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB das T- 
Zell-Epitop ein zytotoxisches T-Zell-Epitop ist. 

5. Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die 
Verbindung kein naturlich vorkommendes LI Protein eines Papillomavirus und keine 
ausschliefilich N-terminale oder ausschlieBlich. C-terminale Deletionsmutante eines 
naturlich vorkommenden LI Proteins eines Papillomavirus ist. 

6. Verbindung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung ein 
Polypeptide insbesondere ein Fusionsprotein ist. 

7. Verbindung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung ein 
Polypeptid von mindestens ca. 50 Aminosauren, vorzugsweise von mindestens ca. 35 
Aminosauren, insbesondere von mindestens ca. 20 Aminosauren und in besonders 
bevorzugter Weise von mindestens ca. 10 Aminosauren Lange ist. 

8. Verbindung nach einem der Anspruche 5-7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Verbindung eine chemische, radioaktive, nicht radioaktive Isotopen und/oder 
Fluoreszenzmarkierung des T-Zell-Epitops und/oder des genannten Fusionsproteins, 



und/oder eine chemische Modifikation des T-Zell-Epitops und/oder Fusionsproteins 
enthah. 

9. Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, dafi sie fiir ein T-Zell-Epitop oder eine 
Verbindung enthahend ein T-Zell-Epitop gemaB einem der Anspruche 5-8 kodiert. 

10. Vektor, insbesondere ein Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, dafi er eine 
Nukleinsaure gemaC Anspruch 9 enthalt. 

1 1 . Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mindestens ein T-Zell-Epitop gemaB einem der 
Anspruche 5-8 enthalt, vorzugsweise prasentiert. 

12. Zelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Zelle mit einer 
Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 und/oder einem Vektor gemaB Anspruch 10 
transfiziert, transformiert, und/oder infiziert ist. 

13. Zelle nach Anspruch 11, dadurch-gekennzeichnet, daB die Zelle mit mindestens einer 
Verbindung gemaB einem der Anspruche -5-8 und/oder mindestens einem Komplex 
gemaBreinem der Anspruche 15-17 enthaitend ein T-Zell-Epitop gemaB einem der 
Anspruche 5-8, inkubiert wurde. 

14. Zelle nach Anspruch 1 1 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Zelle eine B-Zelle, 
ein Makrophage, eine Dendritische Zelle, eine embryonale Zelle, ein Fibroblast, eine 
B 16F10-, eine B6-, eine C3-, eine EL4-, eine RMA- oder eine RMA-S-Zelle ist. 

15. Komplex enthaitend ein T-Zell-Epitope gemaB einem der Anspruche 1-4 oder eine 
Verbindung gemaB einem der Anspruche 5-8 und mindestens eine weitere 
Verbindung. 

16. Komplex nach Anspruch 15^ dadurch gekennzeichnet, daB der Komplex mindestens 
ein MHC-Klasse I-Molekiil, vorzugsweise als H2-D''-Tetramer enthalt. 





Komplex nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daS das genannte MHC-Klasse 
I Molekiil ein humanes oder murines MHC-Klasse 1 Molekiil, insbesondere ein von 
C57B1/6 Mausen abgeleitetes MHC-Klasse I Molekul ist, 

Verfahren zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen durch mindestens eine 
Verbindung, enthaltend ein T-Zell-Epitop gemaB einem der Ansprtiche 1-4, das 
folgende Schritte enthalt: 

a) Stimulation von Zellen mit mindestens einer genannten Verbindung; 

b) Zugabe von mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop gemaB einem der 
Anspriiche 1-4 prasentiert oder eines Komplexes gemaB einem der Anspriiche 15- 
1 7, und 

c) Bestimmung der Aktivierung von T-Zellen. 

Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB es nach Schritt a) 
folgenden zusatzlichen Schritt a') enthalt: 

a') Cokultivierung der Zellen fur ca. 12 Tage, insbesondere mindestens ca. 5 Tage 
mit: 

(i) mindestens einer Zielzelle beladen mit einer Verbindung gemaB einem der 
Anspriiche 5-8, mindestens einem Komplex gemaB einem der Anspriiche 15- 
17, mindestens einem Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, 
mindestens einem VLP, mindestens einem CVLP, und/oder mindestens 
einem Virus, 

(ii) mindestens einem Komplex gemaB einem der Anspriiche 15-17, 

(iii) und/oder mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop gemaB einem der 
Anspniche 1-4 prasentiert, 

bevor sich Schritt b) anschUeBt. 

Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach einem der Ansprtiche 11, 13, 14, 18 
oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Zielzelle mit mindestens einer Verbindung 
gemaB einem der Anspriiche 5-8 und/oder mindestens einem Komplex gemaB einem 
der Anspriiche 15-17 enthaltend ein T-Zell-Epitop gemaB einem der Anspriiche 5-8, 
inkubiert wird. 
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21. Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach einem der Anspruche 11, 12, 14, 18 
Oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Zielzellen mit einer Nukleinsaure gemaB 
Anspruch 9 und/oder einem Vektor gemafi Anspruch 10 transfiziert, transformiert 
und/oder infiziert wird. 

22. Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach Anspruch 20 oder 21, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Zielzelle eine B-Zelle, ein Makrophage, eine Dendritische 
Zelle, eine embryonale Zelle, ein Fibroblast, eine B16F10-, eine B6-, eine C3-, eine 
EL4-, eine RMA- oder eine RMA-S-Zelle ist. 



23. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB anstelle von 
Schritt a) folgender Schritt a'') durchgefiihrt wird: 

a") Gewinnung und Preparation von Proben enthaltend T-Zellen und anschlieBende 
Kultivierung. 

24. Testsystem zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen enthaltend: 

a) mindestens ein T-Zell-Epitop gemaB einem der Anspruche 1-4, mindestens 
eine Verbindung gemaB einem der Anspruche 5-8, mindestens einen Vektor 
gemaB Anspruch 10, mindestens eine Zelle gemaB einem der Anspruche 11-14, 
und/oder mindestens einen Komplex gemaB einem der Anspruche 15-17, und 

b) Effektorzellen des Immunsystems, vorzugsweise T-Zellen, insbesondere 
zytotoxische T-Zellen oder T-Helferzellen. 

25. Verwendung mindestes eines T-Zell-Epitops gemaB einem der Anspruche 1-4 
mindestens einer Verbindung gemaB einem der Anspruche 5-8, mindestens eines 
Vektors gemaB Anspruch 10, mindestens einer Zelle gemaB einem der Anspruche 1 1- 
14, und/oder mindestens eines Komplexes gemaB einem der Anspruche 15-17 zur 
Auslosung oder zum Nachweis einer Immunantwort. 

26. Arzneimittel oder Diagnostikum enthaltend mindestens eine Verbindung gemaB einem 
der Anspruche 5-8, mindestens einen Vektor gemaB Anspruch 10, mindestens eine 
Zelle gemaB einem der Anspruche 11-14, und/oder mindestens einen Komplex gemaB 
einem der Anspruche 15-17 und gegebenenfalls einen pharmazeutisch akzeptablen 
Trager. 



\r 

Arzneimittel oder Diagnostikum nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB 

mindestens eine Verbindung gemalJ einem der Anspniche 5-8, mindestens ein Vektor 
gemaB Anspruch 10, mindestens eine Zelle gemaB einem der Anspriiche 11-14, 
und/oder mindestens ein Komplex gemaB einem der Anspriiche 15-17 in Losung 
vorliegt, an eine feste Matrix gebunden ist, und/oder mit einem Adjuvans versetzt ist. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Papillomavirus T-Zell-Epitop mit einer 
Aminosauresequenz AQIFNKPYW, AGVDNRECI, und/oder eine flinktionell aktive Variante 
davon, sowie ihre Verwendung in Diagnostik und Therapie. 



SEQUENZPROTOKOLL 
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(1 ) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: MediGeneAG 

(B) STRASSE: Lochhamer Str. 11 

(C) ORT: Martinsried 

(D) BUNDESLAND: 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 82152 

(A) NAME: Deutsches Krebsforschungszentrum 

(B) STRASSE: Im Neuenheimer Feld 280 

(C) ORT: Heidelberg 

(D) LAND: Deutschland 

(E) POSTLEITZAHL: 69120 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Zytotoxische T-Zellepitope des 
Papillomavirus L1 -Proteins und ihre Verwendung in Diagnostik und Therap 

(iii) ANZAHLDER SEQUENZEN: 17 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Word 6.0 



(2)ANGABENZU SEQ ID NO: 1 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D)TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 

Ala Gin lie Phe Asn Lys Pro Tyr Trp 9 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2 



• 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ARTDES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2 

Ala Gly Val Asp Asn Arg Glu Cys He 9 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLIGHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Influenza virus 

(B) TypA 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3 

Ala Ser Asn Glu Asn Met Glu Thr Met 9 
1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 
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(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4 
Gly Ala Met Asp Phe Thr Thr Leu 8 



(2)ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 

(B) ART: Aminosaure 
(D)TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5 



Gly Asp Ser Leu Phe Phe Tyr Leu 8 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUiS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ 16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6 



Met Gin Val Thr Phe lie Tyr lie 8 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavims 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7 
Val Tyr His lie Phe Phe Gin Met 8 



(2)ANGABEN.ZU SEQ ID NO: 8 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8 
Val His Thr Gly Phe Gly Ala Met 8 




(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9 
Lys Tyr Pro Asp Tyr He Lys Met 8 



(2)ANGABENZUSEQIDN0: 10 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vl) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10 
Val Thr Phe lie Tyr lie Leu Val 8 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART3DES'-PRASI»llNTSi«in(iieres Fnagment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11 
Leu-'Glu^'Asp Thr Tyr Arg 'Phe "Val 8 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12 

(I) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLQGIE: linear 

(ii) ART DEa MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPR€NGLI©HE**HERKIsJNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ%16 

(v) ART^DES' FRAGMENTS: inneres- Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12 
Gly Asn Gin Leu Phe Val Thr Val 8 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 

(B) ART: Aminosaure 
(D) T©POLOGIE:-linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 




(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13 
Lys Lys Tyr Thr Phe Val Thr Val 8 



(2)ANGABENZU SEQ ID NO: 14 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14 
Giu Asn Asp Val Asn Tyr His He 8 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15 

Ala Gly Val Asp Asn Arg Glu Cys lie 9 
1 
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(2)ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 

(B) ART: Aminosaure 
(D)TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16 
Thr Val Gly Glu Asn Val Pro Asp Asp Leu 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 

(B) ART: Aminosaure 
(D)TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

(A) ORGANISMUS: Humaner Papillomavirus 

(B) Typ16 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17 
Tyr Lys Asn Thr Asn Phe Lys Glu Tyr Leu 10 



2/5 



CJl 



cn 




% spezische Lyse 

ro cjo CJl o> 

o o o o o 




CO 
K) 



K) 
O 



I 

CO 



cp 

CO 



cn 
cn 



-si 

CJ 



CO 

ro 

CD 
I 

CO 
CO 



CD 



3/5 



m 
o" 

CD* 



CD_" 

N 
CD_ 

CD" 
13 



% spezifische Lyse 




7J 73 m m N 

S S IT ir CD 

> > ^ ^ = 

CO c>) f I § 

? > > ■• 



^ m 

— ^ 

en CD 

< ^ 

CD" O 

3 CD 

9? — • = 

<=> rr CD 

3 



m 
1— 



I 



> 

o 



73 
> 

I 

C/) 



CD 
CO 



31 
cq" 

■ 



cn 



> 
O 



4/5 




• « ft* 



% spezifische Lyse 



^ K> CO ^ cn CJ) 

o o o o o o o 




7J 73 CD O 

^ 2 0> CO 

> > 

I 

m 




% spezifische Lyse 



cd" 

N 
CD_ 

CO 
13 




